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 摘要 
 
1917 年，Thomas Hunt Morgan 在果蝇中首次发现 Notch 基因，1980 年 Notch
基因首次被克隆出来。Notch 信号通路是一条保守而重要的信号转导通路，它对
细胞命运的影响非常大，通过相邻细胞之间的相互作用调节细胞分化、增殖和凋
亡，在许多至关重要的生理、病理过程中都起着重要作用。Notch 信号通路由
Notch 受体、Notch 配体（DSL 蛋白）、CSL（CBF-1，Suppressor of hairless，Lag
的合称）DNA 结合蛋白、其他的效应物和 Notch 的调节分子等组成。哺乳动物
有 4 种 Notch 受体（Notch1 - 4）和 5 种 Notch 配体（Delta-like 1, 3, 4，Jagged1
和 Jagged2），其中，Dll4 就是 Notch 通路中的一种配体。已有的研究发现，阻断
Dll4-Notch 信号通路可导致肿瘤生成过多的无效新生血管，从而达到延缓和抑制
肿瘤生长的目的。目前，Notch 信号通路的 Dll4，被认为是调节血管发生的另一
个重要机制，它在完善肿瘤血管结构和功能中发挥重要的作用；并且已经证实
Dll4 在多种肿瘤中如肾透明细胞癌、膀胱癌、胃癌、骨肉瘤等高表达，Dll4-Notch
信号通路有望成为针对肿瘤血管发生的又一新靶点，可能为肿瘤治疗提供新的方
向。 
本文构建了 Dll4 的重组表达质粒。诱导表达了相关带标签的重组蛋白。利
用重组的 Dll4 蛋白免疫小鼠，通过细胞融合和筛选杂交瘤细胞获得了能稳定分
泌 Dll4 的单克隆抗体细胞株。并对该单抗进行 Western blot、IP、流式细胞术、
免疫荧光及免疫组化的鉴定。我们还在 K562 细胞系上建立了细胞模型：通过过
表达 Dll4 激活了 K562 细胞的 Dll4-Notch 通路，并利用 Dll4 单抗作用于这个细
胞模型，通过 CCK-8 细胞增殖活性检测和 Q-PCR 检测，证实我们筛选的 Dll4
抗体可以抑制该细胞模型中的 Dll4-Notch 通路。 
 
关键词：Dll4；Dll4-Notch 通路；阻断性抗体 
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Abstract 
 
In 1917，Notch gene was first found by Thomas Hunt Morgan in fruit flies, and 
in 1980, the gene was first cloned. Notch signaling pathway is conservative and 
important, it regulates cell differentiation, proliferation and apoptosis via the 
interaction between adjacent cells, and plays an important role in a series of 
physiological and pathological process. Notch signaling pathway is formed by Notch 
receptors, Notch ligands (DSL), CSL DNA binding protein (CSL refers to CBF - 1, 
Suppressor of hairless and Lag), other effectors, and regulatory molecules of Notch. 
Mammals have 4 kinds of Notch receptor (Notch 1 - 4) and 5 kinds of Notch ligands 
(Delta - like 1, 3, 4, and Jagged 1 Jagged 2). Dll4 is one of the Notch ligands. Blocked 
Dll4 - Notch signaling pathway can promote nonfunctional vessels formation found in 
recent research, nonfuctional vessels make nutrients can’t be transported to tumors, 
thus the tumor growth has been delayed and inhibited. At present, in the Notch signal 
pathway, Dll4 is considered to be another important mechanism of regulating 
angiogenesis, plays an important role in complete tumor vascular structure and 
function process. Overexpression of Dll4 and the activation of Notch signaling have 
been identified in several types of cancers, including clear cell carcinoma of kidney, 
bladder cancer, stomach cancer and osteosarcoma. Dll4 - Notch signaling pathway is 
supposed to be a new target of tumor angiogenesis, and may provide a new direction 
for tumor treatment.  
We builded the recombinant expression vectors of Dll4. Induced expression of 
Dll4 recombinant protein. We used the Dll4 recombinant protein as antigen to 
immunize the mice, eventually we obtained a positive monoclonal hybridoma，and 
Charactered the monoclonal antibody by Western blot, IP, flow cytometry, 
immunofluorescence and immunohistochemistry. In this study, we also overexpressed 
Dll4 in K562 cells to activate the Dll4-Notch signaling pathway, then we found after 
antibody treatment, the Dll4-Notch signaling pathway had been blocked. 
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缩略语对照表 
 
缩略语 英文全称 中文全称 
Dll4 Delta-like 4  
KD Kilodalton 千道尔顿 
HIS Histidin 组氨酸 
GST Glutatione S-transferase 谷胱甘肽巯基转移酶 
PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 
SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基磺酸钠 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 酶联免疫吸附实验 
HRP Horseradish peroxidase 辣根过氧化物酶 
PBS Phosphate Buffer Solution 磷酸盐缓冲液 
FITC 
EGF 
IPTG 
MAbs 
OD 
Fluorescein isothiocyanate 
Epidermal Growth Factor 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
Monoclonal antibodies 
Optical density 
异硫氰酸荧光素 
表皮生长因子 
异丙基硫代-β-D-半乳糖苷 
单克隆抗体 
光密度 
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第一章 前言 
1.1 Dll4-Notch 通路综述 
1.1.1 Notch 信号通路简介 
Notch 信号通路普遍存在于大多数多细胞生物中，是一个在进化上高度保守
的信号传导机制，其调控范围非常广泛，所涉及的生物体分布从海胆到人体，通
过相邻细胞间的相互作用调节细胞、组织、器官的分化和发育，其中对细胞的分
化和发育过程影响非常大，具有掌控作用。Notch 信号通路是相邻细胞之间相互
作用进而调控细胞发育的重要通路。 
Notch 信号通路由 Notch 受体、Notch 配体 （DSL 蛋白） 、CSL （CBF-1，
Suppressor of hairless，Lag 的合称） DNA 结合蛋白、其他的效应物和 Notch 的
调节分子等组成。哺乳动物有 4 种 Notch 受体（Notch 1 - 4） 和 5 种 Notch 配体
（Delta-like 1, 3, 4，Jagged 1 和 Jagged 2）。Notch 信号的产生是通过相邻细胞的
Notch 配体与受体相互作用，Notch 蛋白经过三次剪切，将胞内段 （NICD） 释
放入胞质，并进入细胞核与转录因子 CSL 结合, 形成 NICD/CSL 转录激活复合
体，从而激活 HES、HEY、HERP 等碱性-螺旋-环-螺旋 (basichelix-loop-helix, 
bHLH) 转录抑制因子家族的靶基因，发挥生物学作用。[1].[1]  
 
1.1.2 Dll4-Notch 信号通路 
目前研究较多的 Notch 信号通路是经典 Notch 通路，也叫做 CBF-1/RBP-JK
依赖途径，在该 Notch 通路活化过程中，Notch 要经过三次裂解，第一次裂解发
生在高尔基体内，Notch 成熟期间经由 furin 样转化酶 (furin-like convertase) 作用
发生裂解，分为胞外区 （NEC） 和跨膜片段 （NTM） 两个亚基，这两个亚
基以二硫键相连，形成了异二聚体形式的 Notch 受体，定位于细胞膜表面。在
Notch 受体与 Notch 配体发生结合后，Notch 受体经由金属蛋白酶  (Metal 
Loprotease) /肿瘤坏死因子-α转换酶 （TNF-a converting enzyme） 的作用裂解
为两个片段，其中胞外段被配体表达细胞吞噬，而胞内段在跨膜区被一个高分子
量多蛋白复合体裂解，该复合体的主要成分为γ分泌酶 (r-secretase) 、突变型早
老素 (presenilin) 及各种辅因子，Notch 受体在这第三次裂解后释放出了 Notch
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蛋白的活化形式 NICD，NICD 进入细胞核后与 CSL 蛋白结合 （CBF1、Su(H)、
LAG1） 并且募集核转录激活家族 MAML  (mastermind-like) ，形成了一个三元
络合复合物之后，Notch 的靶基因转录编码 HES  (hairy/enhancer of split) 、HEY  
(Hey—hairy/enhancer--of-split related with YRPW motif family members) 等转录因
子，进而促进下游基因的表达。其中，阻断 Notch 配体与 Notch 受体的结合是阻
断该通路的一个有效手段。如图 1.1 所示： 
 
 
图 1.1 Notch 信号通路 
Fig 1.1 Notch signaling pathway 
 
1.1.3 Notch 受体 
Notch 受体是由 Notch 基因编码的单次跨膜蛋白，大小约为 300 kD，它包括
胞外区 （NEC） 、胞内区 (NICD\ICN) 、跨膜区 (TM) 。其中胞外区包含 36
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个串联的表皮生长因子 （EGF） 序列及三个富含半胱氨酸的 Notch\LIN-12 重
复序列 （Notch\LIN-12 repeats） ，其中表皮生长因子序列与受体配体的相互作
用过程有关，而 Notch\LIN-12 重复序列位于近膜区，调控胞外区和胞内区的相
互作用。Notch 受体的胞内区包含 1 个 RAM  (RBP2J kappa associated molecular)  
区，可与 DNA 结合蛋白  (C2 promoter binding protein，CBF)  结合、6 个串联
的锚蛋白重复序列 （ankyrin repeats）、一个富含辅氨酸、谷氨酸、丝氨酸、苏
氨酸的区域 （PEST） 、一个翻译启动区 （TAD） 、两个核定位信号 （NLS）。
哺乳动物中共有四种 Notch 受体，分别为 Notch 1 – 4，在动物模型检测中，所有
Notch 受体的突变总是会导致发育异常。[1].[2] 
 
1.1.4 Notch 配体 
Notch 配体为跨膜蛋白，分为两亚类，分别为 Delta 家族和 Serrate 家族，在
哺乳动物中有五种Notch配体 （DSL蛋白） ，三种Delta家族： Delta-like （Dll1、
Dll3、Dll4）和两种 Serrate 家族：Jagged （Jagged1、Jagged2）。Notch 配体是含
有保守分子结构的跨膜蛋白，它的胞外段包含 DSL （Delta/Serrate/Lag2） 结构
域和几个表皮生长因子序列 （EGF） ，与其和受体的结合过程有关。而通常只
有 Serrate 家族的胞外端含有富含半胱氨酸的区域。Notch 配体的胞内域较短，仅
70 个左右氨基酸残基，功能尚未阐明。[1].[2][1].[3] 
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图 1.2 Notch 受体与 Notch 配体的结构[1].[2] 
Fig 1.2 The construction of Notch receptors and Notch ligands 
 
1.1.5 Dll4 蛋白的结构特征 
Dll4 蛋白是 Notch 配体 Delta 家族的成员，于 2000 年首次被 Stark 实验组报
道，Dll4 主要表达于脉管系统，在胚胎发育早期主要局限于大动脉内皮细胞，在
胚胎发育晚期 Dll4 主要表达于小动脉和微血管内细胞，且目前已经证实 Dll4 在
多种肿瘤中如肾透明细胞癌、膀胱癌，胃癌、骨肉瘤等高表达，在肿瘤血管的发
生中发挥着非常重要的作用。Dll4 是一个由 685 个氨基酸组成的单次跨膜蛋白，
它包括一个跨膜区和一个胞内区以及一个胞外区，其中胞外区包含 8 个表皮生长
因子序列 （EGF） 和一个在所有 Notch 配体中都保守存在的 DSL 区。Dll4 蛋
白可以激活 Notch1 和 Notch4 从而发挥生物学功能。[1].[3] 
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1.1.6 Dll4 蛋白的生物学功能 
研究发现，Dll4 存在于新生血管的内皮细胞、神经管、脑、胸腺、视网膜和
造血组织中，[1].[3]在动脉的内皮细胞群和血管前方的内皮顶端细胞都有表达，但
不存在于静脉内皮细胞。[1].[4]研究发现当 Dll4 被抑制时，非功能性的血管生成增
加，这表明 Dll4 可能在诱导血管生成并诱导血管成熟分化的过程中起着关键的
作用。[1].[5]血管生成 （Angiogenesis） 是一个从已有的毛细血管形成新的血管
进而重建形成新的血管网的过程，是一个促血管形成因子和抑制因子协调作用的
复杂过程。血管内皮生长因子 （vascular endothelial growth factor，VEGF） 是
血管内皮细胞特异性的肝素结合生长因子，可在体内诱导血管新生，它是促进血
管生成的主要生长因子。研究表明，Dll4 蛋白是抑制血管生成因子，它是血管内
皮生长因子的下游基因，对血管内皮生长因子有负反馈作用，从而抑制血管的新
生。[1].[6]而在新生的血管中，控制血管出芽、萌发新生血管分支的细胞为尖端细
胞 （tip cells） ，完成新生血管的延伸的细胞为柄细胞 （stalk cells） ，这两
种细胞在血管生成中起着重要的作用，它们的比例影响到整个血管形成的过程。
[1].[7]研究表明，当 Dll4-Notch 通路被抑制、Dll4 表达减少或者 Notch1 表达被抑
制都会导致尖端细胞的增加；而当 Dll4-Notch 通路被激活就能使新生血管的分支
数量减少。这说明，Dll4-Notch 通路可以通过调控尖端细胞和柄细胞的比例从而
来调控正确的新生血管萌芽和分支模式。 [1].[8]而在人脐静脉内皮细胞中，
Dll4-Notch 通路可以调控不同类型的血管内皮生长因子受体、胎盘生长因子 
（PIGF） 等蛋白的表达量，从而调控血管从增长期进入成熟期和稳定期。[1].[9]
并且 Dll4-Notch 通路也可以增加促血管生成因子的分泌，从而增加动脉的直径并
增强其稳定性。[1].[10]种种研究结果都表明 Dll4-Notch 通路在血管生成过程中都
扮演着至关重要的角色。 
但是 Dll4-Notch 通路的生物学功能并不仅仅止于血管生成，它还与许多生理
过程有关。近期研究表明，Notch 信号通路可与表皮生长因子受体 （EGFR） 协
同作用于神经细胞的生成。[1].[11]并且 Dll4-Notch 通路还可以与 VEGF 共同作用，
调节血管的分化，研究表明，当 Dll4-Notch 上调时，内皮细胞中动脉血管标志物
Ephrin B2 的表达量上升，而静脉标志物 COUP-TF Ⅱ、Eph B4 的表达量会降低。
研究发现，当 VEGF 浓度高时，内皮细胞中 Ephrin B2 的表达量占主要比例，而
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